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論文内容の要旨
エキソソームはナノサイズ  ( 5 0 - 1 5 0  n m )  の細胞外小胞であり、近隣また
は離 れた 細 胞に 取 り込 まれ る こと で 放出 細胞 の 情報 を 伝達 する 役 割を 担 っ
ている。特にがん細胞由来のエキソソームが特定の受容細胞に取り込まれる
と、がん微小環境が臓器特異的に形成される。そのため、エンドサイトーシ






生体 膜 を模 倣 した 人工 脂 質二 分 子膜 は脂 質 組成 や 溶液 条件 を 自由 に 調節
できるため、人工脂質膜とエキソソームの膜融合を観察することで、膜融合
を制御する要因を明らかにできるものと期待される。そこで、人工脂質膜と
して、脂質膜の寿命が長い支持脂質二分子膜  ( S L B )  に着目し、エキソソー
ムとの膜融合を電気化学的シグナルで検出する新規アッセイ法を開発した。 
第 1 章  エキソソーム膜融合に伴うグラミシジンのコンダクタンス増強現象  
グラ ミ シ ジン  ( g A )  は 脂質 膜 中で 二 量 体形 成 す るこ と で 一価 の カ チオ ン
を選択的に透過させる陽イオンチャネルである。 g A の二量体形成は脂質膜
の流動性に依存するので、 S L B  に包埋された g A の電気化学的なコンダク
タンス（抵抗値の逆数）が、エキソソーム膜融合によって変調されると予想し
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た。実際に、正電荷を有する  S L B  に g A を包埋させ、負に帯電したヒト胎
児腎細胞  ( H E K 2 9 3 )  由来のエキソソームを添加したところ、コンダクタン
スの増強を観測できた  ( F i g .  1 a )。また、実験後の S L B からエキソソーム由
来のコレステロールと C D 6 3  が検出されたことから、観測されたコンダク
タン スの 増 強現 象 はエ キソ ソ ーム と の膜 融合 に 起因 す るも ので あ るこ と が
証明された。  
次に、この g A コンダクタンス増強現象のメカニズムを調べるために、平
面脂質二分子膜  ( B L M s )  に包埋させた g A のシングルチャネル電流を計測
した。その結果、 B L M s で計測される g A のシングルチャネル電流は、エキ
ソソーム添加後に必ずマルチチャネルへ移行した  ( F i g .  1 b )。一方、あらか
じめエキソソームを膜融合させた  B L M s  に g A を添加した場合、 g A のシ
ングルチャネル電流のみが計測された。これらの結果から、エキソソームの
膜融合に伴い S L B  膜における脂質分子の流動性が変調し、バルク中に残存
する遊離の g A 分子が新たに S L B 膜中に包埋されたと考えられる。つまり、
エキソソーム膜融合に伴う増強現象は、S L B 中における g A 分子数の増加に
よるものであることを明らかにした。  
Fig. 1  Enhancement of gramicidin channel conductance by exosome membra ne fusion.  
 
第 2 章  エキソソーム膜融合のリアルタイムアッセイ法の構築  
前章の結果に基づき、 S L B  へ g A およびエキソソームを順次添加するだ
けのシンプルな手順と装置で、エキソソーム膜融合を評価できるアッセイ法
を構築した  ( F i g .  2 a )。まず、 p H  7 . 4  の条件下において、 g A を包埋した電
荷中性の  S L B  に  H E K  2 9 3  由来エキソソームを添加したところ、S L B に膜
融合せず、コンダクタンスは上昇しなかった  ( F i g .  2 b  右 )。一方、 p H  5 . 5 で
同エキソソームを添加すると、膜融合に伴いコンダクタンスが上昇した後、
一定の値を示した  ( F i g .  2 b  左 )。コンダクタンスの飽和は、バルク中のほぼ
すべてのエキソソームが膜融合したことが要因であ る。別途行なった個数依
存性  ( p H  5 . 5 )  の実験結果から、本法の定量限界は H E K 2 9 3 エキソソーム数
に換算して約 4 3 0 個であると見積もられた。また、本アッセイ法では、膜融
合をリアルタイムで電気化学的に観察できるため、得られたプロットの傾き
から膜融合の速度を算出することができる  ( F i g .  2 b  左 )。様々な細胞から放
Table 1 Membrane fusion rate of various exosomes  
Fig. 2  Procedures of an exosome membrane fusion assay and typical gramicidin 
  
出されたエキソソームの膜融合を異なる p H 条件下で評価したところ ( Ta b l e  
1 )、個々の細胞のエキソソーム膜融合には特異性があり、エキソソーム膜と
受容細胞の選択性は p H による調節を受けていることが示唆された。  
 




直接 S L Bへ融合させた。H E K 2 9 3とヒト乳がん細胞  ( M C F - 7 )  を清浄なカバー
ガラス上で培養し、S L Bのアッセイ系に設置した  ( F i g .  3 a )。その結果、各細
胞の培養時間の増加に伴うコンダクタンスの増加が観察された  ( F i g .  3 b )。
またエキソソーム放出の阻害剤ケトチフェンを培養細胞に投与したところ、
コンダクタンスの増強は観測されなかった  ( F i g .  3 c )。すなわち、今回観測
されたコンダクタンス増強は、培養細胞から放出された エキソソームの膜融
合による応答である可能性が極めて高い。さらに培養細胞由来エキソソーム
の膜 融合 に よる コ ンダ クタ ン ス の 経 時変 化 か ら 膜融 合 の応 答速 度 を算 出 し
たところ、培養細胞数に応じて融合速度が増加した。また、M C F - 7培養細胞
か ら の エ キ ソ ソ ー ム 膜 融 合 速 度 が H E K 2 9 3細 胞 よ り も 高 い こ と は 第 2章 の 結
果と一致した。  
Fig. 3  Real time assay for intact exosome from cell culture based on gramicidin 
conductance enhancement .  
 
総括  
エキソソームを  S L B  に膜融合させると、グラミシジンの包埋数が増加し、
コンダクタンスが増強することを明らかにした。この現象を利用して、異な
る p H 環境下で様々な細胞由来のエキソソーム膜融合を評価できるアッセイ
法を構築した。構築したアッセイにより、 p H  や脂質膜組成がエキソソーム
膜融合の選択性を調節していることが示唆された。今後さらに、 S L B  に特
定の膜タンパク質を融合させることにより、未だ明らかにされていない、エ
























＜第一章＞  グラミシジン  (gA) は脂質膜中で二量体形成すると、一価のカチオ
ンを選択的に透過するイオンチャネルである。正電荷を有する  SLB に  gA を包埋
させ、負に帯電したヒト胎児腎細胞  (HEK293) 由来のエキソソームを添加した際の
コンダクタンス増加現象を確認・証明した。次に、エキソソーム膜融合による gA コ
ンダクタンス増強のメカニズムを調べるために、平面脂質二分子膜  (BLMs) に包埋
させた  gA のシングルチャネル電流を計測したところ、エキソソーム膜融合の有無
はシングルチャネル電流値に影響しないことがわかった。これらの結果から、エキ
ソソームの膜融合により、 SLB 膜における脂質分子の流動性が変調し、バルク中に
残存する  gA 分子が新たに包埋されるものと考えられた。すなわち、gA コンダクタ
ンス増強現象は、SLB 中における  gA 分子数の増加によるものであることを明らか
にした。  
＜第二章＞  gA のコンダクタンス増強現象を利用することで、 SLB を形成させ
た後、gA およびエキソソームを順次添加するだけのシンプルな手順で、エキソソー
ム膜融合を評価できるアッセイ法を構築した。HEK 293 エキソソームの個数依存性  















速度が増加し、MCF-7 培養細胞からのエキソソーム膜融合速度が HEK293 細胞より
も高いことが示された。  
以上の結果のとおり、エキソソームを  SLB に膜融合させると、グラミシジンの包埋
数が増加しコンダクタンスが増強する現象を利用して、異なる pH 環境下で様々な細
胞由来のエキソソーム膜融合を評価できる新規なアッセイ法を構築するとともに、
pH や脂質膜組成がエキソソーム膜融合の選択性を調節していることを示唆する新
規な結果を得た。本アッセイ法は、エキソソーム膜融合における膜タンパク質の役
割の解明や、がんの予後診断への活用も期待できる有用な手法、と判断できる。さ
らに、学位論文発表会ならびに最終試験においても、上記内容に関する十分な口頭
説明と質疑事項に対する正確な応答・解説がなされていた。  
以上より、本学位論文は博士（薬学）に相応しい内容と成果を有するものである
と評価できる。  
